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@) SUPPORT SOLIDE POUR L'IMMOBILISATION D'OLIGONUCLEOTIDES. 




L'invention concerne un support solide (1) pr6sentant 
une surface (4) pour Tim mobilisation d'oligonucfeotides, ca- 
ract^rise en ce que ladite surface (4) est la surface d'un ma- 
teriau (3) choisi parmi HfO^ , Ti0 2 , Ta 2 0 5 , 2n0 2 et un 
melange comprenant au moms Tun de ces materiaux, ladite 
surface (4) ayant subi un traitement pour la rendre hydrophi- 
le. 

Application a la fabrication de biopuces. 
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SUPPORT SOLIDE POUR L • IMMOBILISATION D ' OLIGONUCLEOTIDES 

DESCRIPTION 

Domains technique 

L ' invention concerne un support solide pour 
1 1 immobilisation d* oligonucleotides . Elle concerne 
aussi un procede de realisation d'un tel support 
solide. 

Le support solide de 1 1 invention est 
notamment utilisable pour r^aliser des dispositifs 
d* analyse biologique miniaturises ou biopuces . Ces bio- 
puces selon 1' invention peuvent etre utilisees par 
exemple pour le sequengage, pour le criblage (ou 
"screening" en anglais) du polyinorphisme simple de 
nucleotide (SNP) , l'etude de l'expression des genes, 
1 ' identification de microorganismes , 1 ' etude du 
transcriptome... 

Etat de la technique anterieure 

Les biopuces mettent en oeuvre une technique 
de greffage d ' oligonucleotides sur un support solide. 
Ces oligonucleotides peuvent etre obtenus par une 
reaction de polymerisation en chaine (PCR) qui fournit 
des fragments d'ADN de quelques centaines de bases. lis 
peuvent etre presynthetises, auquel cas ils comportent 
entre 6 et 100 m^res, ou synthetises in situ auquel cas 
ils comportent entre 6 et 60 meres. 

La fabrication et 1 * utilisation de 
microreseaux (ou . "microarrays" en anglais) contenant 
des sondes biologiques reinvent d'un domaine qui se 
developpe rapidement. Les microreseaux peuvent etre 



2818287 



2 

fabriques par synthase parall^le directement sur un 
support solide. lis conduisent dans ce cas a des 
biopuces de haute densite (plus de 5000 sondes) . Les 
micror^seaux peuvent aussi etre fabriques par 
immobilisation de sondes sur la surface du support 
solide d*une biopuce. Cette derni&re methode est plus 
versatile puisqu'elle permet a la fois 1 1 utilisation de 
produits naturels ou synthetiques qui peuvent etre 
purifies avant 1 1 immobilisation . 

Les supports solides sur lesquels les 
molecules biologiques sont generalement depos£es sont 
des supports en verre, en silicium, en gel de 
polyacrylamide, en polym^re (voir le brevet americain 
N° 5 919 523), en plastique (plaques . micropuits ) . II 
peut s ' agir de membranes en nylon. 

Differentes techniques sont utilisables 
pour d<§poser les composes biologiques sur les supports 
en des sites d6termin6s . Le pipetage permet le d£pot de 
microgouttes sur les sites : par jet d'encre, 
piezoelectrique ou par la methode dite "pin and ring". 

Quelle que soit la methode de dep6t, le 
support solide doit etre traits pour fournir des 
surfaces d'accrochage ou de greffage pour les molecules 
biologiques. Ce traitement de surface assure la 
formation de fonctions chimiques qui sont g6n6ralement 
des fonctions hydroxyles. Ces fonctions permettent 
d' assurer les etapes chimiques ult^rieures de greffage. 
De plus, la densite des sites disponibles a cette etape 
va determiner la densite finale de sondes biologiques 
sur le support. 
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Pour des supports en verre ou en silicium 
recouvert d'une couche d'oxyde, un nettoyage chimique 
de la surface permet de lui conferer des groupements 
hydroxyles, des molecules Si0 2 de surface dormant du 
SiOH. Le nettoyage peut §tre realist sous des 
conditions basiques (au moyen de soude ou d ' ammoniaque) 
ou sous des conditions acides (au moyen d'acide 
chlorhydrique, d'acide sulf ochromique ou d'acide sulfo- 
oxyg^ne) . Des mesures faites par la methode d' angle de 
goutte permettent de caracteriser l'efficacite de la 
transformation de l'6tat de surface du support. 
L'efficacite du traitement sur 1 1 immobilisation des 
sondes est caracterisee par hybridation avec des cibles 
complementaires . Les observations de fluorescence 
montrent que, plus la surface du support est 
hydrophile, meilleure est 1 ' immobilisation des sondes, 
ce qui permet l'obtention d'une plus grande density de 
sondes sur le support. 

Cependant, les supports solides de 1 ' art 
connu pr^sentent une homogeneity de surface pour la 
fixation des oligonucleotides qui n'est generalement 
pas assez satisf aisante . 

Expose de 1 ■ invention 

La pr^sente invention permet de rem^dier a 
ce probl&ne de manque d'homogen£ite pour la fixation 
des oligonucleotides . 

Un premier objet de 1 ' invention consiste en 
un support solide pr£sentant une surface pour 
1 ' immobilisation d' oligonucleotides, caracterise en ce 
que ladite surface est la surface d'un mat£riau choisi 
parmi Hf0 2 , Ti0 2 , Ta 2 0 5 , Zr0 2 et un melange comprenant au 
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moins l'un de ces materiaux, ladite surface ayant subi 
un trait ement pour la rendre hydrophile. 

Avantageusement , le materiau se pr£sente 
sous la forme d'une couche deposee sur un substrat. 
Cette couche peut posseder une epaisseur comprise entre 
quelques nanometres et un micrometre. Le substrat peut 
§tre un substrat choisi parmi les substrats en verre, 
en plastique et en semiconducteur , par exemple en 
silicium. 

Le materiau presentant cette surface 
d' immobilisation d' oligonucleotides peut etre un 
melange comprenant Si0 2 . 

Un deuxi^me objet de 1 ' invention consiste 
en une biopuce comprenant un support solide pour 
1 ' immobilisation d' oligonucleotides tel que defini ci- 
dessus . 

Un troisieme objet de 1* invention consiste 
en un proc^de de realisation d'un support solide 
presentant une surface pour 1 ' immobilisation 
d* oligonucleotides, le support comprenant un substrat 
supportant une couche de materiau dont la face libre 
constitue ladite surface, caracterise en ce qu'il 
comporte les etapes suivantes : 

- fourniture dudit substrat, 

- depot sur le substrat d'une couche d'un 
materiau choisi parmi Hf0 2 , Ti0 2 , Ta 2 0 5 , Zr0 2 et un 
melange comprenant au moins l'un de ces materiaux, 

- traitement de la face libre de ladite 
couche pour la rendre hydrophile. 
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L' etape de depot peut consister a deposer 
une couche de mat^riau d'une epaisseur comprise entre 
quelques nanometres et un micrometre. 

L'6tape de fourniture du substrat peut 
consister a fournir un substrat choisi parmi les 
substrats en verre, en plastique et en semiconducteur . 

L'etape de dep6t peut consister a deposer 
un materiau comprenant Si0 2 . 

L'etape de depot peut mettre en oeuvre une 
m£thode de depot choisie parmi 1 ' Evaporation sous vide, 
la pulverisation par faisceau d'ions, la pulverisation 
radio-frequence, la pulverisation magnetron, le depot 
en phase vapeur de couches atomiques (ALCVD) et le 

dep6t sol-gel. 

L* etape de traitement de la face libre de 
la couche d£pos6e peut consister It nettoyer la couche 
par une solution basique ou par une solution acide. 

Le procede peut comporter une etape 
supplementaire consistant k structurer la face libre de 
ladite couche. Cette etape de structuration peut mettre 
en oeuvre une technique choisie parmi la gravure s£che, 
la gravure humide et le "lift-off". 

Breve description du dessin 

L 1 invention sera mieux comprise et d f autres 
avantages et particularit^s apparaitront k la lecture 
de la description qui va suivre, donnee k titre 
d'exemple non limitatif, accompagn6e du dessin annexe 
qui est vue en perspective d'un support solide 
presentant une surface pour 1 • immobilisation 
d' oligonucleotides, selon 1' invention. 
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Description detaillee d'un mode de realisation de 
1 1 invent ion 

La figure annex^e est une vue en 
5 perspective d'un support solide 1 selon 1' invention. Le 
support solide 1 comprend un substrat 2 en un materiau 
permettant le d6p6t d'une couche dont la face libre est 
destinee & constituer une surface pour 1 ' immobilisation 
d ' oligonucleotides . Le substrat 2 est par exemple en 
10 silicium. 

Une couche 3 est depos^e sur le substrat 2 . 
Elle sert de precurseur d'accrochage pour les 
oligonucleotides. Elle est constitute, en partie ou en 
totalite, d'un oxyde (ou de plusieurs oxydes) de metal 

15 refractaire Ti0 2 , Zr0 2 , Hf0 2 ou Ta 2 0 5 • La couche deposee 
est une couche mince d'tpaisseur comprise entre 
quelques nm et 1 p. Cette couche peut etre dtposte par 
evaporation sous vide par canons k Electrons k une 
temperature comprise entre 50 et 2 00°C environ. Elle 

20 peut §tre egalement deposee par pulverisation par 
faisceau d'ions (IBS), par pulverisation radio- 
frequence ou magnetron. On peut citer egalement une 
technique recefrte de dep6t : le depot en phase vapeur 
de couches atomiques (ALCVD) . On peut citer aussi le 

25 d4p6t sol-gel. 

Les materiaux pouvant constituer la couche 
mince selon 1 ■ invention peuvent §tre deposes, par les 
techniques d * evaporation PVD (canons a electrons, IBS, 
pulverisation...) , indif f eremment sur du verre, du 

30 plastique, du silicium. 
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Les oxydes de ces m6taux sont tres stables 
vis-a-vis de solutions basiques, ce qui permet une 
transformation lente et uniforme de la surface. 

Sans aucun traitement de surface, ces 
5 materiaux sont hydrophobes. Dans le cas de 1 1 oxyde 
d' hafnium, la mesure d 1 angle de goutte d'eau conduit k 
une valeur de 60°. Selon le traitement basique 
effectue, 1' angle de goutte varie de 35° & 6°. 

Des supports ainsi trait^s ont &t£ utilises 
10 pour faire croitre des oligonucleotides par synthase in 
situ sur un support constitu6 d'une couche de Hf02 sur 
un substrat en silicium. Pour un echantillon de faible 
hydrophilie (35°) , le signal de fluorescence, apr&s 
hybridation de sondes de 20 meres par des cibles 
15 complementaires, est faible et non uniforme. Un 
echantillon fortement hydrophile (6°) presente une 
nette amelioration, principalement en terme 
d ' unif ormite . 

L ' uniformity obtenue a ete comparee k celle 
20 d'un support solide couramment utilise k savoir un 
support form6 d'un substrat en silicium recouvert d'une 
couche d' oxyde thermique de 0,5 urn d'epaisseur. Par 
rapport k ce support solide de 1 1 art connu, le support 
selon 1' invention (Hf0 2 sur Si) procure une 
25 amelioration de 1 'uniformity du signal de fluorescence. 

Le meme r£sultat a ete obtenu avec un 
substrat en verre recouvert d'une couche de HfC>2 apres 
immobilisation par liaison covalente de sondes de 20 
mferes presynth£tisees . 
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Ce type de dep6t peut aussi etre utilise 
pour des biopuces employant la m^thode d' immobilisation 
de sondes par interactions electrostatiques. 

Le depdt de ces oxydes de metaux 
5 r^fractaires permet tous les types de greffage utilises 
dans les technologies des biopuces, a savoir tout 
support (verre, silicium, plastique) et tout type de 
technique de greffage biologique (synthese in situ, 
immobilisation par liaison covalente ou liaisons 
10 electrostatiques) . 

Les resultats des mesures montrent une 

* ■ 

amelioration de l'uniformite des signaux de 
fluorescence par rapport k l'£tat de 1 1 art . % 



15 
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REVENDICATIONS 

1. Support solide (1) presentant une 
surface (4) pour 1 ' immobilisation d 1 oligonucleotides, 
caracterise en ce que ladite surface (4) est la surface 
d'un materiau choisi parmi Hf0 2 , Ti0 2 , Ta 2 0 5 , Zr0 2 et un 
melange comprenant au moins l'un de ces mat6riaux, 

* 

ladite surface ayant subi un traitement pour la rendre 
hydrophile . 

2. Support solide selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le materiau se presente sous la 
forme d'une couche (3) depos<§e sur un substrat (2) . 

3. Support solide selon la revendication 2, 
caracterise en ce que la couche (3) poss£de une 
epaisseur comprise entre quelques nanometres et un 
micrometre . 

4. Support solide selon l'une des 
revendications 2 ou 3 , caracterise en ce que le 
substrat (2) est un substrat choisi parmi les substrats 
en verre, en plastique et en semiconducteur . 

5. Support solide selon la revendication 4, 
caracterise en ce que le substrat (2) est en silicium. 

6. Support solide selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 5, caracterise en ce que ledit 
materiau est un melange comprenant Si0 2 . 
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7. Biopuce caracterisee en ce qu'elle 
comprend un support solide (1) pour 1 ' immobilisation 
d' oligonucleotides selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6. 

8. Procede de realisation d'un support 
solide (1) presentant une surface (4) pour 
1" immobilisation d 1 oligonucleotides , le support (1) 
comprenant un substrat (2) supportant une couche (3) de 
materiau dont la face libre constitue ladite surface, 
caract£ris6 en ce qu'il comporte les Stapes suivantes : 

- fourniture dudit substrat (2) , 

- d£pot sur le substrat (2) d'une couche 
(3) d'un materiau choisi parmi Hf0 2 , Ti0 2 , Ta 2 0 5 , Zr0 2 et 
un melange comprenant au moins I'un de ces mat6riaux, 

- traitement de la face libre de ladite 
couche (3) pour la rendre hydrophile. 

9. Procede selon la revendication 8, 
caract<§rise en ce que l'6tape de dep6t consiste a 
d^poser une couche (3) de materiau d'une 4paisseur 
comprise entre quelques nanometres et un micrometre. 

10. Procede selon la revendication 8, 
caractdrise en ce que 1' 6 tape de fourniture du substrat 
(2) consiste a fournir un substrat choisi parmi les 
substrats en verre, en plastique et en semiconducteur . 

11. Proced^ selon la revendication 8/ 
caract^rise en ce que l'6tape de depot consiste a 
d^poser un materiau comprenant Si0 2 . 
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12. Procede selon la revendication 8, 
caracterise en ce que 1' etape de depot met en oeuvre une 
methode de dep6t choisie parmi 1 1 Evaporation sous vide, 
5 la pulverisation par faisceau d'ions, la pulverisation 
radio- frequence, la pulverisation magnetron, le depot 
en phase vapeur de couches atomiques (ALCVD) et le 
d£p6t sol-gel. 

10 13. Proced6 selon la revendication 8, 

caracterise en ce que 1 ' etape de traitement de la face 
libre. de la couche (3) deposee consiste h nettoyer la 
couche par une solution basique ou par une solution 
acide . 
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14. Procede selon la revendication 8, 
caracterise en ce qu'il comporte une etape 
suppiementaire consistant a structurer la face libre de 
ladite couche (3) . 

15. Procede selon la revendication 14, 
caracterise en ce que 1' etape de structuration met en 
ceuvre une technique choisie parmi la gravure seche, la 
gravure humide et le "lift-off". 
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